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胆固醇敏感器ＳＣＡＰ功能失调对ＴＨＰ１源性巨噬细胞炎症因子表达的影响

欧阳南１，杜晓刚１，陈利群１，周　超２　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院：肾脏内科１，心血管内科２）

　　［摘要］　目的　观察胆固醇调节元件结合蛋白裂解激活蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＣＡＰ）功能失调对ＴＨＰ１源性巨噬细胞脂质代谢及 ＩＬ１β、ＭＣＰ１表
达的影响，探讨ＳＣＡＰ的促炎作用是否依赖于其介导的胆固醇稳态调节功能。方法　采用基因转染方
法在ＴＨＰ１源性巨噬细胞中过表达 ＳＣＡＰ或沉默 ＳＣＡＰ，结合使用炎症刺激剂 ＬＰＳ（１μｇ／ｍＬ）或 ＳＣＡＰ
转位抑制剂Ｂｅｔｕｌｉｎ（３μｍｏｌ／Ｌ）处理 ＴＨＰ１源性巨噬细胞，将细胞分为对照组、过表达 ＳＣＡＰ组、沉默
ＳＣＡＰ组、ＬＰＳ组、沉默 ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组、Ｂｅｔｕｌｉｎ组以及过表达 ＳＣＡＰ＋Ｂｅｔｕｌｉｎ组，ＲＴＰＣＲ法检测过表达
ＳＣＡＰ或沉默 ＳＣＡＰ对 ＨＭＧＣｏＡＲ、ｐｒｏＩＬ１β、ＭＣＰ１基因表达水平的影响。油红 Ｏ染色观察不同组别
细胞内中性脂质沉积的变化。酶法定量测定胞内胆固醇含量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＳＣＡＰ、ｐｒｏＩＬ１β以
及培养上清中ＩＬ１β的蛋白水平。结果　①过表达 ＳＣＡＰ组与对照组比较，其 ＨＭＧＣｏＡＲ、ＭＣＰ１、ｐｒｏ
ＩＬ１β基因表达水平升高（Ｐ＜０．０１），细胞内 ｐｒｏＩＬ１β及细胞培养上清中 ＩＬ１β蛋白含量均上升（Ｐ＜
０．０５），且细胞内总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）及胆固醇酯（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒ，ＣＥ）含量上升（Ｐ＜０．０１）。
②沉默ＳＣＡＰ组与对照组比较，ＨＭＧＣｏＡＲ、ＭＣＰ１、ｐｒｏＩＬ１β基因表达水平下降（Ｐ＜００５），细胞内ｐｒｏ
ＩＬ１β及培养上清中成熟ＩＬ１β蛋白含量均降低（Ｐ＜０．０５），且细胞内中性脂质蓄积减少，ＴＣ及 ＣＥ含
量下降（Ｐ＜０．０５）；沉默ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组与ＬＰＳ组比较，ＭＣＰ１、ｐｒｏＩＬ１β基因表达下调（Ｐ＜０．０５），成熟
ＩＬ１β蛋白水平下降（Ｐ＜０．０５）。过表达ＳＣＡＰ＋Ｂｅｔｕｌｉｎ组与过表达ＳＣＡＰ组比较，ＨＭＧＣｏＡＲ基因表达
水平下降（Ｐ＜０．０５），其细胞内，ＴＣ及ＣＥ含量亦下降（Ｐ＜０．０５），但ＭＣＰ１、ｐｒｏＩＬ１β基因表达水平差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），培养上清中成熟ＩＬ１β蛋白含量差异也无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　
胆固醇敏感器ＳＣＡＰ功能失调促进ＴＨＰ１源性巨噬细胞内炎症因子ＩＬ１β、ＭＣＰ１表达，增加成熟ＩＬ１β
的生成及其向细胞外分泌；ＳＣＡＰ这一新发现的功能不依赖于其介导的胆固醇稳态调节功能。
　　［关键词］　 胆固醇调节元件结合蛋白裂解激活蛋白；白介素１β；炎症；脂质代谢；巨噬细胞
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ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＳＲＥＢＰ）ｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＳＣＡＰ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ，
ＩＬ１βａｎｄｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１（ＭＣＰ１），ｉｎＴＨＰ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｗｈｅｔｈｅｒｉｔｓ
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ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｏｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎＳＣＡＰｉｎＴＨＰ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．ＡｆｔｅｒＴＨＰ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｉｍｕｌｕｓ，ＬＰＳ（１μｇ／ｍＬ）ｏｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｂｅｔｕｌｉｎ（３μｍｏｌ／Ｌ，ａ
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ＳＣＡＰ，ＨＭＧＣｏＡＲ，ｐｒｏＩＬ１βａｎｄＭＣＰ１ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｆｔｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｒｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎｏｆＳＣＡＰ
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Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＴＣ），ｆｒｅｅｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＦＣ）ａｎｄｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒ（ＣＥ）ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓａｙｓ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＣＡＰａｎｄｐｒｏＩＬ１β，ａｎｄｔｈｅｍａｔｕｒｅＩＬ１βｌｅｖｅｌ
ｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＣＡＰｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＭＧＣｏＡＲ，ｐｒｏＩＬ１βａｎｄＭＣＰ１ａｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０１），ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏＩＬ１βａｎｄｍａｔｕｒｅＩＬ１βｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＴＣａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ
ａｎｄＣＥｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＳＣＡＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．ＫｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＳＣＡＰｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅ
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８１５００３４１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈｏｕＣｈａｏ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｃｈａｏ２００８＠
ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　脂代谢紊乱与炎症是加速动脉粥样硬化性疾病进
展的重要危险因素［１］。胆固醇调节元件结合蛋白裂

解激活蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＣＡＰ）是调节真核细胞脂质
代谢稳态的关键分子。本课题组前期研究证实，在炎

症、糖尿病等病理状态下，ＳＣＡＰ表达增高或异常糖基
化修饰，使低密度脂蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬｒ）和３羟基３甲基戊二酰辅酶Ａ还原酶
（３ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＨＭＧＣｏＡＲ）表达增加，细胞内源性胆固醇合成增加，
破坏细胞内胆固醇稳态，最终引起巨噬细胞［２］、血管

平滑肌细胞［３］、肾小球系膜细胞［４］和肝细胞脂质异常

大量蓄积，介导组织器官的脂质毒性损伤。近年研究

报道，在小鼠脂肪肝模型中，胆固醇调节元件结合蛋白

２（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，ＳＲＥＢＰ２）表
达上调，其炎症反应增加［５］，提示 ＳＣＡＰ／ＳＲＥＢＰ２信号
通路可能与激活炎症反应有关。炎症与 ＳＣＡＰ介导的
胆固醇稳态调节之间存在交互作用［６］。本研究通过在

ＴＨＰ１源性巨噬细胞中过表达 ＳＣＡＰ及沉默 ＳＣＡＰ，探
讨ＳＣＡＰ功能失调在炎症反应中的作用。

１　材料与方法

１．１　ＴＨＰ１源性巨噬细胞的培养
　　ＴＨＰ１细胞（ＡＴＣＣ，ＵＳＡ）培养于 ＲＰＭＩ１６４０（１０％

胎牛血清）培养基，经１６０ｎｍｏｌ／Ｌ佛波酯（ＰＭＡ）诱导
分化４８ｈ，成为形态与功能典型的 Ｍ１型巨噬细胞。
ＰＢＳ洗涤细胞２次后，用于后续实验。实验培养基为
含０．２％牛血清白蛋白（ＢＳＡ，Ｓｉｇｍａ）的 ＲＰＭＩ１６４０，即
无血清培养基（Ｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ，ＳＦ培养基）。
１．２　过表达ＳＣＡＰ质粒的转染
　　将 ＴＨＰ１源性巨噬细胞分为对照组与过表达
ＳＣＡＰ组，采用ＥｆｆｅｃｔｅｎｅＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ转染试剂
盒（Ｑｉａｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎ），按照说明书步骤分别转染空白对
照质粒（ｐｃＤＮＡ３．１，由重庆医科大学感染性疾病分子
生物学实验室提供）及过表达 ＳＣＡＰ质粒（ＡＴＣＣ，
ＵＳＡ）。１６ｈ后予细胞换液，ＳＦ培养基中孵育 ８ｈ。
Ｂｅｔｕｌｉｎ（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）是 ＳＣＡＰ从内质网向高尔基体转
位的特异性抑制剂［７］。按照不同组别分别加入新鲜ＳＦ
培养基或含Ｂｅｔｕｌｉｎ（３μｍｏｌ／Ｌ）的ＳＦ培养基处理２４ｈ。
１．３　ＳＣＡＰｓｉＲＮＡ的转染
　　ＴＨＰ１源性巨噬细胞分为对照组、ＬＰＳ组、沉默
ＳＣＡＰ组、沉默ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组４组。采用 ｓｉＲＮＡＨｉｐｅｒ
ｆｅｃｔＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ转染试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，Ｇｅｒ
ｍａｎ），按照说明书步骤，对照组及 ＬＰＳ组予以转染对
照ｓｉＲＮＡ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＵＳＡ），沉默 ＳＣＡＰ组及沉默
ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组予以转染 ＳＣＡＰｓｉＲＮＡ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，
ＵＳＡ）。１６ｈ后予细胞换液，ＳＦ培养基中孵育 ８ｈ。
ＬＰＳ是刺激ＴＨＰ１源性巨噬细胞炎症因子表达的强刺

０５４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



激剂［８］，按照不同组别分别加入新鲜 ＳＦ培养基或含
ＬＰＳ（１μｇ／ｍＬ）的ＳＦ培养基处理２４ｈ。
１．４　油红Ｏ染色
　　培养于８孔ｃｈａｍｂｅｒｓｌｉｄｅ中的ＴＨＰ１源性巨噬细
胞，经４％多聚甲醛固定，０．２％油红Ｏ染色１５～３０ｍｉｎ，
苏木精复染，光镜下观察组织、细胞内中性脂质蓄积情况。

１．５　酶法定量测定细胞内胆固醇含量
　　６孔板内各组细胞处理２４ｈ后收集细胞，重悬细
胞沉淀于氯仿／甲醇液１ｍＬ中。超声波破碎细胞，置
样品于摇床室温震荡，离心，上清液转移至玻璃管，真

空干燥仪干燥后，１３０μＬ９５％乙醇溶解样品。离心所
得沉淀用５００μＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶解，Ｌｏｗｒｙ法蛋白定
量。酶法定量测定细胞内游离胆固醇（ｆｒｅｅｃｈｏｌｅｓｔｅｒ
ｏｌ，ＦＣ）和总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）含量［３］。

Ｌｏｗｒｙ法检测细胞碎片蛋白含量，以标准化各样本的
胆固醇值。总胆固醇含量减去游离胆固醇含量即得胆

固醇酯（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒ，ＣＥ）含量。
１．６　总ＲＮＡ提取及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
　　经转染及不同处理后的 ＴＨＰ１源性巨噬细胞，采
用Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取各组细胞总ＲＮＡ。采用Ｎｉｎｏ１０００
核酸蛋白定量仪测定 ＲＮＡ浓度后，对 ＲＮＡ样本浓度
进行标准化。逆转录来自不同实验组细胞的等量

ＲＮＡ为ｃＤＮＡ（ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒，大连）。采用不
同管ＣＴ值比较的相对定量法，严格按照ＴａＫａＲａ生物
试剂公司操作说明书进行，以 βａｃｔｉｎ为内参照，反应
体系２５μＬ，在 Ｏｐｔｉｃｏｎ２ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｏｒ中进
行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，检测ｐｒｏＩＬ１β，ＭＣＰ１，ＳＣＡＰ，ＨＭＧ
ＣｏＡＲ，βａｃｔｉｎｍＲＮＡ表达水平。ｐｒｏＩＬ１β基因上游
引物序列：５′ＴＣＣＡＧＧＧＡＣＡＧＧＡＴＡＴＧＧＡＧ３′，下
游引物序列：５′ＴＣＴＴＴＣＡＡＣＡＣＧＣＡＧＧＡＣＡＧ３′，
片段大小 １３３ｂｐ；ＭＣＰ１基因上游引物序列：５′ＡＧ
ＣＡＴＧＡＡＡＧＴＣＴＣＴＧＣＣＧＣＣＣＴＴＣＴＧ３′，下游引物序
列：５′ＡＴＴＡＣＴＴＡＡＧＧＣＡＴＡＡＴＧＴＴＴＣＡＣＡ３′，片段大
小１２８ｂｐ；ＳＣＡＰ基因上游引物序列：５′ＧＧＧＡＡＣＴ
ＴＣＴＧＧＣＡＧＡＡＴＧＡＣ３′，下游引物序列：５′ＣＴＧＧＴＧ
ＧＡＴＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧ３′，片段大小１６９ｂｐ；ＨＭＧＣｏＡＲ基
因上游引物序列：５′ＧＧＣＣＣＡＧＴＴＧＴＧＣＧＴＣＴＴ３′，下
游引物序列：５′ＴＴＴＣＧＡＧＣＣＡＧＧＣＴＴＴＣＡＣＴ３′，片段
大小 １６１ｂｐ；βａｃｔｉｎ基因上游引物序列：５′ＣＣＴＧ
ＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ３′，下游引物序列：５′ＧＣＣＧＡＴＣ
ＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡＣＴ３′，片段大小 １７０ｂｐ。反应条件：
５０℃１２０ｓ，９５℃３００ｓ，然后９５℃２０ｓ，５５℃２０ｓ，共
４０个循环，最后９５℃６０ｓ，５５℃６０ｓ。ＰＣＲ结果以Ｃｔ
值反应初始模板量，采用比较Ｃｔ值法（２－△△Ｃｔ）计算目
的基因表达水平。

１．７　超滤离心法收集上清
　　用２ｍＬＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａ离心过滤管（ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ

公司）收集细胞培养上清液，按照说明书差速离心，将

每管上清液浓缩至体积１００μＬ，－２０℃保存，待测蛋
白浓度。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　经转染及不同处理后的ＴＨＰ１源性巨噬细胞，采用
ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）分别提取各组细胞总蛋白。
取浓缩后的细胞培养上清液及细胞总蛋白裂解液

５μＬ，Ｌｏｗｒｙ法分别测定蛋白浓度，根据蛋白浓度将各
组蛋白样品进行标准化。取等量各组蛋白样品（６０～
１００μｇ）行 ＳＤＳＰＡＧＥ（１０％ ～１２％）电泳，蛋白 Ｌａｄｄｅｒ
购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。待溴酚蓝完全泳出后终止电泳。
５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ洗
膜３次，二抗室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ再次洗膜３次，采用
ＥＣＬ化学发光试剂及凝胶成像系统检测图像并拍照。
以βａｃｔｉｎ蛋白为内参照。ＩＬ１β以浓缩细胞培养上清
液总蛋白量为内参照。抗ＳＣＡＰ单克隆抗体ＩｇＧ９Ｄ５及
其他一抗均购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ（ＵＳＡ）或Ａｂｃａｍ（ＵＫ）公司。
１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料用珋ｘ±ｓ表示，
多个不同处理组各项定量指标的比较采用单因素方差

分析，两个不同处理组间比较采用两样本均数ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　过表达 ＳＣＡＰ对 ＴＨＰ１源性巨噬细胞内脂质沉
积及炎症因子表达的影响

　　过表达ＳＣＡＰ组 ＳＣＡＰｍＲＮＡ表达量是对照组的
（５５．８４±８．１８）倍，其ＨＭＧＣｏＡＲｍＲＮＡ表达量是对照
组的（４．８９±０．６０）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
过表达ＳＣＡＰ组细胞内中性脂质的聚集显著增加（图
１），ＴＣ及ＣＥ含量较对照组均显著增多（Ｐ＜０．０１），而
ＦＣ含量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２）。过表达
ＳＣＡＰ组ｐｒｏＩＬ１β及ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达水平显著增加
（Ｐ＜０．０１），且其 ｐｒｏＩＬ１β及上清中 ＩＬ１β蛋白含量
亦显著高于空质粒对照组（Ｐ＜０．０５，图３）

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：过表达ＳＣＡＰ组
图１　油红Ｏ染色法观察过表达ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞内脂质沉积的影响　（ＬＭ×２００）

１５４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）
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图２　酶法定量检测过表达ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞内ＴＣ、ＦＣ、ＣＥ含量的影响
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１：对照组；２：过表达ＳＣＡＰ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测过表达ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞ｐｒｏＩＬ１β、ＩＬ１β表达量的影响

２．２　沉默ＳＣＡＰ对 ＴＨＰ１源性巨噬细胞内脂质沉积
及炎症因子表达的影响

　　沉默ＳＣＡＰ组ＨＭＧＣｏＡＲｍＲＮＡ水平均显著低于
对照组（Ｐ＜０．０５），沉默 ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组 ＳＣＡＰ、ＨＭＧ
ＣｏＡＲ的ｍＲＮＡ表达水平显著高于沉默ＳＣＡＰ组（Ｐ＜
０．０５），但仍低于 ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５，图４）。油红 Ｏ染
色提示 ＬＰＳ组细胞内中性脂质沉积显著增加，沉默
ＳＣＡＰ组脂质沉积减少，沉默 ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组细胞内中
性脂质沉积仍少于 ＬＰＳ组（图５）。与油红 Ｏ染色结
果相一致，沉默ＳＣＡＰ组ＴＣ、ＣＥ含量较对照组均显著
下降（Ｐ＜０．０５），沉默ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组ＴＣ、ＣＥ含量低于

ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），各组间ＦＣ含量均无显著差别（Ｐ＞
０．０５，图６）。沉默ＳＣＡＰ组ｐｒｏＩＬ１β及ＭＣＰ１ｍＲＮＡ
表达较对照组明显下调（Ｐ＜０．０５，图７）。沉默ＳＣＡＰ＋
ＬＰＳ处理组 ｐｒｏＩＬ１β及 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达较沉默
ＳＣＡＰ组显著增加（Ｐ＜０．０５），但显著低于 ＬＰＳ组
（Ｐ＜０．０５，图８）。沉默ＳＣＡＰ组ｐｒｏＩＬ１β及ＩＬ１β蛋
白含量显著减少（Ｐ＜０．０５），沉默 ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组 ｐｒｏ
ＩＬ１β及成熟ＩＬ１β蛋白含量亦显著低于 ＬＰＳ组（Ｐ＜
００５，图８、９）。
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１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：沉默 ＳＣＡＰ组；４：沉默 ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ
组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组及沉
默ＳＣＡＰ组比较
图４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测沉默ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞ＳＣＡＰ、ＨＭＧＣｏＡＲｍＲＮＡ表达水平的影响
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Ａ：对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：沉默ＳＣＡＰ组；Ｄ：沉默ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组
图５　油红Ｏ染色观察过表达ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞内脂质沉积的影响　（ＬＭ ×２００）
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１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：沉默 ＳＣＡＰ组；４：沉默 ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ
组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ组及
沉默ＳＣＡＰ组比较
图６　酶法定量检测沉默ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬细胞内

ＴＣ、ＦＣ、ＣＥ含量的影响
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１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：沉默 ＳＣＡＰ组；４：沉默 ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ
组ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ组及沉
默ＳＣＡＰ组比较
图７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测沉默ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞中ｐｒｏＩＬ１β、ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达的影响
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１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：沉默ＳＣＡＰ组；４：沉默ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ组
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞ＳＣＡＰ、ｐｒｏＩＬ１β及上清中ＩＬ１β含量的影响

２．３　抑制ＳＣＡＰ向高尔基体转位对 ＴＨＰ１源性巨噬
细胞内脂质沉积及炎症因子表达的影响

　　Ｂｅｔｕｌｉｎ处理对ＳＣＡＰｍＲＮＡ及其蛋白表达无显著
影响（Ｐ＞０．０５），过表达ＳＣＡＰ＋Ｂｅｔｕｌｉｎ组ＨＭＧＣｏＡＲ

ｍＲＮＡ表达较过表达 ＳＣＡＰ组显著下降（Ｐ＜０．０１，图
１０）。油红Ｏ染色显示：过表达ＳＣＡＰ组细胞内中性脂
质沉积显著增加，加入Ｂｅｔｕｌｉｎ则显著减少中性脂质含
量（图１１）。与对照组相比，过表达 ＳＣＡＰ组细胞内
ＴＣ、ＣＥ水平显著增加（Ｐ＜０．０１）。与过表达 ＳＣＡＰ组
相比，过表达 ＳＣＡＰ＋Ｂｅｔｕｌｉｎ组 ＴＣ、ＣＥ含量显著下降
（Ｐ＜０．０５，图１２）。过表达 ＳＣＡＰ组较对照组 ｐｒｏＩＬ
１β及 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达上调（Ｐ＜０．０１），而 Ｂｅｔｕｌｉｎ
处理并不影响上述两种炎症因子 ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＞
０．０５，图１３）。蛋白检测结果也提示Ｂｅｔｕｌｉｎ不影响ＳＣＡＰ
及ｐｒｏＩｌ１β、上清中成熟ＩＬ１β的含量（图１４）。
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１：对照组，２：ＬＰＳ组，３：沉默 ＳＣＡＰ组，４：沉默 ＳＣＡＰ＋ＬＰＳ
组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ组及
沉默ＳＣＡＰ组比较
图９　定量分析沉默ＳＣＡＰ对ＴＨＰ１源性巨噬细胞

ｐｒｏＩＬ１β、ＩＬ１β表达的影响
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１：对照组；２：Ｂｅｔｕｌｉｎ组；３：过表达ＳＣＡＰ组；４：过表达ＳＣＡＰ＋
Ｂｅｔｕｌｉｎ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｂｅｔ
ｕｌｉｎ组及过表达ＳＣＡＰ组比较
图１０　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测抑制ＳＣＡＰ转位对ＴＨＰ１源性

巨噬细胞ＳＣＡＰ，ＨＭＧＣｏＡＲｍＲＮＡ表达量的影响
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Ａ：对照组；Ｂ：Ｂｅｔｕｌｉｎ组；Ｃ：过表达 ＳＣＡＰ组；Ｄ：过表达
ＳＣＡＰ＋Ｂｅｔｕｌｉｎ组
图１１　油红Ｏ染色观察抑制ＳＣＡＰ转位对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞内脂质沉积的影响　（ＬＭ×２００）
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１：对照组；２：Ｂｅｔｕｌｉｎ组；３：过表达ＳＣＡＰ组；４：过表达ＳＣＡＰ＋
Ｂｅｔｕｌｉｎ组ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 Ｂｅｔｕ
ｌｉｎ组及过表达ＳＣＡＰ组比较
图１２　酶法定量检测抑制ＳＣＡＰ转位对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞内ＴＣ、ＦＣ、ＣＥ含量的影响
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１：对照组；２：Ｂｅｔｕｌｉｎ组；３：过表达ＳＣＡＰ组；４：过表达ＳＣＡＰ＋
Ｂｅｔｕｌｉｎ组ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 Ｂｅｔｕ
ｌｉｎ组比较
图１３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测抑制ＳＣＡＰ转位对ＴＨＰ１源性巨

噬细胞ｐｒｏＩＬ１β、ＭＣＰ１ｍＲＮＡ表达水平的影响
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１：对照组；２：Ｂｅｔｕｌｉｎ组；３：过表达ＳＣＡＰ组；４：过表达ＳＣＡＰ＋
Ｂｅｔｕｌｉｎ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｂｅｔｕｌｉｎ组比较
图１４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抑制ＳＣＡＰ转位对ＴＨＰ１源性巨噬

细胞ＳＣＡＰ、ｐｒｏＩＬ１β及上清中ＩＬ１β含量的影响

３　讨论

　　ＳＣＡＰ是一个内质网膜蛋白，其 ＮＨ２末端区含有
固醇敏感区，能感受细胞内胆固醇水平的变化，因此

ＳＣＡＰ被认为是一个细胞内的胆固醇敏感器。生理状
态下，ＳＣＡＰ与胰岛素诱导基因产物（ｉｎｓｕｌｉｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｅｎｅ，Ｉｎｓｉｇ）和ＳＲＥＢＰ两种蛋白质相互作用，构成一个
依赖于细胞内胆固醇水平的负反馈调控系统，共同维

持细胞内胆固醇稳态［９］。当细胞内胆固醇浓度高达

一定水平时，内质网内的胆固醇含量随之增高，并诱导

ＳＣＡＰ分子构象发生改变，从而促使 Ｉｎｓｉｇ与 ＳＣＡＰ的
固醇敏感区结合［１０］，以 ＩｎｓｉｇＳＣＡＰＳＲＥＢＰ２复合物的
形式将 ＳＲＥＢＰ２锚定于内质网上，ＳＲＥＢＰ２将不会被
激活，ＬＤＬｒ和内源性胆固醇合成的限速酶 ＨＭＧＣｏＡＲ
转录降低，胆固醇摄取与内源性合成减少。当细胞内

缺乏胆固醇时，ＳＣＡＰ的固醇敏感区感受到此变化，其
分子构象随即发生改变，使 Ｉｎｓｉｇ与 ＳＣＡＰ脱离，从而
ＳＣＡＰ运载 ＳＲＥＢＰ２从内质网转位至高尔基体，然后
ＳＲＥＢＰ２在高尔基体经蛋白酶 ＳＩＰ（ｓｉｔｅ１ｐｒｏｔｅａｓｅ）和
Ｓ２Ｐ（ｓｉｔｅ２ｐｒｏｔｅａｓｅ）的两步顺序性水解作用下，其活
性氨基端片段从膜上游离下来，入核与 ＬＤＬｒ基因和
ＨＭＧＣｏＡＲ基因增强子上的胆固醇调节元件特异性结
合，从而增强ＬＤＬｒ及ＨＭＧＣｏＡＲ基因转录，使ＬＤＬｒ和
ＨＭＧＣｏＡＲ表达增加，导致胆固醇摄取与合成增多。
研究证实，糖尿病、炎症等多种病理状态下，外周组织

４５４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



细胞内ＳＣＡＰ发生功能失调，成为加速疾病发生发展
的重要机制［２－４］。本研究证实，过表达 ＳＣＡＰ，导致
ＨＭＧＣｏＡＲ表达增加，从而使细胞内胆固醇内源性合
成增多，细胞内脂质沉积显著增加。相反，沉默ＳＣＡＰ，
胆固醇内源性合成的限速酶 ＨＭＧＣｏＡＲ表达减少，从
而使内源性胆固醇合成减少，细胞内脂质沉积减少。

　　单核巨噬细胞的活化伴随 ＩＬ１β、ＭＣＰ１、ＴＮＦα
等多种炎症因子的成熟与分泌。上述各种炎症因子构

成了动脉粥样硬化、慢性肾脏病等慢性炎症性疾病的

致病微环境。其中，ＩＬ１β的成熟与分泌需要两个步
骤［１１］。首先，ＮＦκＢ信号通路活化后，生成ｐｒｏＩＬ１β。
其次，钾离子外流，或者活性氧、溶酶体破裂等因素活

化 Ｎｏｄ样受体蛋白 ３（Ｎｏｄｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，
ＮＬＲＰ３）炎性体，形成具有酶活性的异二聚体 ｃａｓｐａｓｅ
１，将无活性的 ｐｒｏＩＬ１β剪切为成熟的 ＩＬ１β，诱导机
体炎症反应［１２］。本研究发现，ＳＣＡＰ不仅是 ＴＨＰ１源
性巨噬细胞胆固醇稳态的关键调控分子，同时还参与

调节ＴＨＰ１源性巨噬细胞 ＩＬ１β、ＭＣＰ１等炎症因子
的表达与分泌，介导炎症反应。在 ＴＨＰ１源性巨噬细
胞中过表达 ＳＣＡＰ能够上调 ｐｒｏＩＬ１β及 ＭＣＰ１的表
达，并促进ｐｒｏＩＬ１β成为成熟的ＩＬ１β从而向胞外分
泌。而沉默 ＳＣＡＰ则显著抑制了炎症因子 ＩＬ１β、
ＭＣＰ１生成，减少ＩＬ１β向胞外分泌。ＳＣＡＰ除参与胆
固醇稳态调节外，可能还参与炎症反应的调控。

　　ＳＣＡＰ从内质网向高尔基体转位，是其激活下游
ＨＭＧＣｏＡＲ靶基因转录的关键步骤。本研究应用 Ｂｅｔ
ｕｌｉｎ抑制ＴＨＰ１源性巨噬细胞 ＳＣＡＰ转位能够使细胞
内ＨＭＧＣｏＡＲ表达及中性脂质蓄积显著减少，但并不
影响ＳＣＡＰ的表达，也不能抑制ｐｒｏＩＬ１β、ＭＣＰ１的表
达，以及成熟 ＩＬ１β向细胞外的分泌。这一重要发现
表明：ＳＣＡＰ转位及其介导的胆固醇代谢过程与其介导
的炎症反应可能无关，ＳＣＡＰ功能失调刺激细胞炎症反
应的作用并不依赖于其介导的胆固醇稳态调节功能。

　　脂质代谢紊乱与炎症是动脉粥样硬化、慢性肾脏
病等临床疾病的重要危险因素。ＳＣＡＰ作为胆固醇敏
感器，对维持细胞内胆固醇稳态起到重要作用，其功能

失调将导致细胞内脂质沉积，引起血管、肾脏等组织器

官损伤。本研究发现 ＳＣＡＰ功能失调能够促进 ＴＨＰ１
源性巨噬细胞ＩＬ１β等炎症因子表达，促进炎症反应，
并且这一作用不依赖于其介导的胆固醇稳态调节功

能。这可能是ＳＣＡＰ独立于其传统胆固醇稳态调节作
用之外的潜在新功能。
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